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Referat:  
Diese Arbeit beschreibt Ergebnisse einer in-vitro Untersuchung der Antidepressiva 
Citalopram, Escitalopram und Mirtazapin bezüglich ihrer Wirkung auf die Zytokinproduktion. 
Dafür wurde Vollblut von 15 an Depression erkrankten Patienten in-vitro mit 
Immunmodulatoren in einem Vollbluttest stimuliert. Als Immunmodulatoren wurden der 
gegen humanes CD3 gerichtete monoklonale Antikörper OKT3 und der gegen CD40 
gerichtete monoklonale Antikörper 5C3 verwendet. In den Überständen der 
Vollbluttestansätze  wurden die Konzentrationen der Zytokine Interleukin (IL)-1β-, IL-2-, IL-
4-, IL-6-, IL-17-, IL-22- und Tumornekrosefaktor-α (TNF-α) nach Zusatz der Antidepressiva 
oder Medium (als Kontrollbedingung) gemessen. 
Es zeigte sich, dass es unter Citalopram zu einer gegenüber der Kontrollbedingung erhöhten 
IL-1β-, IL-6-, TNF-α-, und IL-22-Produktion und unter Mirtazapin zu einer erhöhten 
Produktion von IL-1β, TNF-α und IL-22 kam. Escitalopram führte zu einer verringerten IL-
17-Konzentration. Der Einfluss der Antidepressiva auf die IL-2- und IL-4-Produktion war für 
alle drei Pharmaka nicht signifikant. Verglichen mit Escitalopram führte Citalopram zu 
höheren IL-1β-, IL-6-, IL-17- und IL-22-Konzentrationen und unter Mirtazapin kam es zu 
höheren IL-1β-, IL-17-, IL-22- und TNF-α-Konzentrationen als unter Escitalopram.  
Möglicherweise besteht ein Bezug zwischen dem Profil der Zytokinproduktion eines 
Antidepressivums und seinen therapeutischen Effekten, Nebenwirkungen und seinem 
Rückfallrisiko. Zur Überprüfung dieser Hypothese sind jedoch umfangreichere in-vivo 
Studien notwendig. 
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2. Abkürzungsverzeichnis 
 
5C3  gegen CD40 gerichteter monoklonaler Antikörper 
AGNP Arbeitsgemeinschaft für Neuropsychopharmakologie und Pharmakopsychiatrie 
AGNP-TDM Arbeitsgruppe „Therapeutisches Drug Monitoring“ der Arbeitsgemeinschaft 
für Neuropsychopharmakologie und Pharmakopsychiatrie  
BDI  Beck Depressions-Inventar 
CO2   Kohlendioxid 
COX-2  Cyclooxygenase-2 
DSM-IV Diagnostisches und Statistisches Handbuch psychischer Störungen, 4. Ausgabe 
ELISA  Enzyme Linked Immunosorbent Assay 
HAMD Hamilton Depressions-Skala 
HHN-Achse Hypothalamisch-Hypophysäre-Nebennierenrinden-Achse 
IDO   Indolamin-2,3-Dioxygenase 
IFN  Interferon 
IL  Interleukin 
L  Liter 
µL  Mikroliter 
µg/mL  Mikrogramm pro Milliliter 
MHC  Haupthistokompatibilitätskomplex  
MS  Multiple Sklerose 
NaSSA Noradrenerges und Spezifisches Serotoninerges Antidepressivum 
ng/mL  Nanogramm pro Milliliter 
p  Signifikanzniveau 
OKT3/5C3 gegen humanes CD40 und CD3 gerichtete monoklonale Antikörper 
Qu  Quartil 
RPM  Umdrehungen pro Minute 
RPMI  Roswell Park Memorial Institute 
SD  Standardabweichung 
SKID  Strukturiertes Klinisches Interview für DSM-IV 
SSRI  Selektiver Serotonin-Wiederaufnahmehemmer 
STAR*D Sequenced Treatment Alternatives to Relieve Depression 
TH17-Zellen  T-Helferzellen vom Typ-17  
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TDM   Therapeutisches Drug Monitoring 
TNF  Tumornekrosefaktor 
Tregs  Regulatorische T-Zellen 
TZA  Trizyklische Antidepressiva 
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3. Einführung 
 
3.1. Einleitung 
 
Die letzten Jahrzehnte der psychoimmunologischen Forschung deuten auf einen engen 
Zusammenhang zwischen dem Immun- und Nervensystem und eine pathophysiologische 
Rolle des Immunsystems in der Entstehung einer Depression hin [1]. Eine erhöhte Produktion 
pro-inflammatorischer Zytokine, wie Interleukin (IL)-1β, IL-6, Tumornekrosefaktor-α (TNF-
α) und Interferon-γ (IFN-γ), scheinen in dieser Hinsicht eine wichtige Rolle zu spielen [1, 2]. 
Die Idee, dass eine Depression mit dem spezifischen immunologischen Status assoziiert ist, 
ist hergeleitet aus der Beobachtung des sogenannten „sickness behaviour“. Dieser Begriff 
beinhaltet einen Symptomkomplex aus Müdigkeit, Appetitverlust, verminderter 
Konzentrationsleistung und Hyperalgesie. Dieser tritt während einer Infektion auf, aber auch 
in depressiven Erkrankungen. Es wird angenommen dass pro-inflammatorische Zytokine das 
Krankheitsgeschehen beeinflussen [3] und somit relevant sind für die Entstehung der 
Depression. Tatsächlich wurden erhöhte pro-inflammatorische Zytokine im Blut depressiver 
Patienten gefunden [4] und in in-vitro-Stimulationsversuche zeigten bei Lymphozyten 
depressiver Patienten eine signifikant erhöhte Produktion von IL-1β, IL-6 und TNF-α im 
Vergleich zu Normalkontrollen [5]. In der Depression könnten diese immunologischen 
Signalwege aufgrund von oxidativem Stress aktiviert worden sein [6]. 
 
Es gibt diverse Signalwege, wodurch Zytokine die Pathophysiologie der Depression 
beeinflussen können. Von besonderem Interesse sind zytokininduzierte Veränderungen im 
Stoffwechsel der Monoamine Dopamin, Noradrenalin und Serotonin [7-9]. Beispielsweise 
stimulieren IL-1β und TNF-α die Genexpression von Transportern für die Wiederaufnahme 
von Serotonin [10], und IL-1β und IFN-γ stimulieren Enzyme wie die Indolamin-2,3-
Dioxygenase (IDO) [11]. Die Folge sind eine verminderte Synthese oder ein erhöhter Abbau 
von Serotonin. Serotoninmangel kann in der Folge depressive Störungen hervorrufen [12]. 
Zusätzlich induzieren IL-1β, IL-6 und TNF-α eine Kortisolhypersekretion durch direkte 
Stimulation der Hypothalamisch-Hypophysären-Nebennierenrinden (HHN)-Achse [13], und 
indirekt durch die Modifikation der Sensitivität von Glukokortikoidrezeptoren [14]. Auf 
Grundlage dieser Erkenntnisse wurde die „Zytokinhypothese der Depression“ aufgestellt; 
diese beschreibt den Weg einer erhöhten Zytokinproduktion bis zu Symptomen der 
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Depression. Sie misst den pro-inflammatorischen Zytokinen eine bedeutende Rolle bei           
[1, 15].  
 
Es wurde weiterhin vermutet, dass Zytokine als Biomarker für eine individualisierte 
Behandlung von depressiven Erkrankungen fungieren könnten [16]. Jedoch legt die komplexe  
Pathologie der Depression [14] nahe, zum individuellen biomarkergestützten 
Therapiemonitoring eine Kombination aus Zytokinen, Stresshormonen und 
psychopathologischen Messungen zu verwenden [1]. Allerdings gibt es aktuell kein 
praktikables, kein allgemein akzeptiertes und kein evidenzbasiertes biomarkergestütztes 
Vorgehen in der Depressionsbehandlung. 
 
Es wird postuliert, dass Antidepressiva nicht nur durch die Wiederaufnahmehemmung der 
monoaminen Neurotransmitter antidepressiv wirken könnten, sondern auch durch die 
Modulierung der Zytokinproduktion. Beispielhaft wurde unter einer antidepressiven 
Behandlung über einen signifikanten Abfall von IL-1β und einen Anstieg von regulatorischen         
T-Zellen (Tregs) berichtet [17]. Trizyklische Antidepressiva (TZAs) bewirkten in-vitro einen 
Abfall der IFN-γ Produktion [18]. Darüber hinaus wurde in einigen klinischen Studien eine 
Kombination aus antidepressiven und anti-inflammatorischen Pharmaka angewandt, mit 
interessanten und möglicherweise für die Zukunft der Depressionstherapie wegweisenden 
Ergebnissen. Zum Beispiel erzielte die Kombination des selektiven Serotonin-
Wiederaufnahmehemmers (SSRI) Fluoxetin und einem Cyclooxygenase-2 (COX-2)-Inhibitor 
Celecoxib einen besseren therapeutischen Effekt als die Monotherapie mit Fluoxetin allein 
[19]. Außerdem wurde ein signifikanter therapeutischer Effekt von Celecoxib in der 
Depressionsbehandlung in einer randomisierten doppelblinden Pilotstudie mit Reboxetin und 
Celecoxib versus  Reboxetin und Placebo gefunden [20]. Für einen umfassenderen Überblick 
klinischer Studien, die sich mit dem Thema der COX-2 Inhibitoren bei affektiven 
Erkrankungen beschäftigen, siehe [21]. Des Weiteren wäre auch eine antagonisierende 
Medikation gegen bestimmte Rezeptoren für pro-inflammorische Zytokine als 
Behandlungsansatz möglich. Bei Psoriasis-Patienten zeigte sich unter Medikation mit dem 
TNF-α-Antagonisten Etanercept eine 50%ige Symptomreduktion in den Depressionsskalen 
HAMD und BDI [22]. Zum aktuellen Zeitpunkt bleibt die Frage offen, ob die gegen 
bestimmte Zytokine gezielte Therapie auch bei rein depressiven Erkrankungen ohne 
organische Veränderungen kurativ sein könnte [23]. 
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Bis dato wurde das immunologisch wichtige Zytokin IL-22 bezogen auf eine potentielle Rolle 
in der Pathogenese der Depression oder der antidepressiven Behandlung nicht untersucht. Das 
ist bemerkenswert, denn T-Helfer-Zellen vom Typ 17 (TH17), die IL-17 und IL-22 
produzieren, sind in zahlreiche immunologische und inflammatorische Vorgänge involviert 
[24-26]. Studien haben die Wichtigkeit von IL-22 in der Immunabwehr und in der 
Entwicklung und Pathogenese verschiedener Autoimmumerkrankungen aufgezeigt [27]. Ein 
Zytokin dieser Wichtigkeit für das Immunsystem könnte auch eine Rolle in der Interaktion 
des Gehirns und des Körpers hinsichtlich der Pathophysiologie der Depression spielen. 
Darüber hinaus ist IL-22 an verschiedenen inflammatorischen Vorgängen des Nervensystems 
wie dem Guillain-Barré-Syndrom [28], der West-Nil-Enzephalitis [29] und der Multiplen 
Sklerose (MS) [30] beteiligt. Letzteres ist deswegen besonders interessant, weil die 
Depression ein häufige Komorbidität oder auch ein erstes Symptom der Multiplen Sklerose 
sein kann [1]. 
 
Wir wollten die Effekte von Antidepressiva auf das Immunsystem und die Zytokinproduktion 
untersuchen. Um die Zytokinproduktion in-vitro zu induzieren, bedienten wir uns einer 
Kombination aus einem T-Zell- und einem B-Zell-Stimulator. Als Stimulator nutzten wir den 
monoklonalen Antikörper OKT3 gegen humanes CD3 (Muromonab-CD3), der an den T-Zell-
CD3-Komplex bindet und ein T-Zellaktivator ist [31]. Außerdem nutzten wir den 
monoklonalen Antikörper 5C3 gegen humanes CD40. Dieser wurde in zahlreichen in in-vitro-
Versuchen für die Aktivierung von B-Zellen benutzt [32]. 
 
Im vorliegenden Experiment haben wir die Effekte der drei Antidepressiva Citalopram, 
Escitalopram und Mirtazapin auf die Produktion von IL-1β, IL-2, IL-4, IL-6, IL-17, IL-22 und 
TNF-α untersucht. Citalopram und sein aktives S-Enantiomer namens Escitalopram sind 
SSRIs. Es wurde berichtet, dass Escitalopram im Vergleich zum Citalopram eine größere 
Effizienz besitzt, weniger Nebenwirkungen hat und kosteneffektiver ist, eine bessere 
Rückfallsprävention bietet und einen verringerten Krankenhausaufenthalt zur Folge hat [33-
38]. Mirtazapin ist ein noradrenerges und spezifisch serotonerges Antidepressivum (NaSSA), 
strukturell kann es auch als tetrazyklisches Antidepressivum klassifiziert werden. Diese drei 
Antidepressiva sind von besonderem Interesse, da nach einer Metaregression von Cipriani et 
al. Mirtazapin das effektivste Antidepressivum und Escitalopram das beste neuere 
Antidepressivum ist, wenn man sowohl Effektivität als auch Nebenwirkungen in die 
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Betrachtung einbezieht [35]. Des Weiteren könnte ein Unterschied zwischen Escitalopram 
und Citalopram in der Modulation der Zytokinproduktion von wissenschaftlichem Interesse 
mit Bezug auf die Frage sein, ob Enantiomere eines Moleküls unterschiedliche 
immunologische Eigenschaften haben können.   
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3.2. Ziel der vorliegenden Arbeit und Fragestellung  
 
Das Ziel der Studie war es, eine systematische Untersuchung von Veränderungen der 
Zytokinproduktion unter dem Einfluss von Antidepressiva und Immunstimulanzien in-vitro 
durchzuführen. Dabei wurde das Vollblut von fünfzehn an Depression leidenden Patienten 
unter Einwirkung der Antidepressiva Citalopram, Escitalopram und Mirtazapin auf 
Veränderungen der Zytokinsekretion von IL-1β, IL-2, IL-4, IL-6, IL-17, IL-22 und TNF-α 
untersucht.  
 
Die Ratio hinter dieser Aufgabe bestand darin, drei in der Klinik wichtige Antidepressiva wie 
Citalopram, Escitalopram und Mirtazapin auf Ihre Wirkungen auf das Immunsystem und die 
Zytokinproduktion zu testen. Mit dieser Studie sollte ein erster Schritt getan werden, die 
Eigenschaften der Antidepressiva mit Hinsicht auf die Zytokinproduktion zu vergleichen. Wir 
verwendeten die drei etablierten Antidepressiva Mirtazapin, Escitalopram und Citalopram. 
Um die Zytokinproduktion zu induzieren, nutzten wir die monoklonalen Antikörper OKT3 
und 5C3. 
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3.3. Materialien und Methoden 
 
In diese Studie wurden 15 (N = 15) Patienten (7 Frauen, 8 Männer) im Alter von 27 und 58 
Jahren (Mittelwert 40 ± 9.8 Standardabweichung (SD)) eingeschlossen, die bei Aufnahme in 
der Klinik und Poliklinik für Psychiatrie an der Universität Leipzig an einer mittelschweren 
oder schweren depressiven Episode litten. Alle Patienten waren mindestens für einen Monat 
frei von der Einnahme antidepressiver Pharmaka. Nach einer detaillierten Beschreibung der 
Studie erteilten alle Patienten ihre schriftliche Einwilligung. Die Studie wurde durch die 
Ethikkommission der Medizinischen Fakultät an der Universität Leipzig genehmigt (#351-
10-13122010). 
 
Bei Aufnahme wurde die Diagnose der Depression durch das Strukturierte Klinische 
Interview für DSM-IV (SKID-I) gestellt [39] und die Symptomstärke wurde anhand des Beck 
Depressions-Inventar (BDI) [40] und dem Hamilton Depressions-Skala (HAMD) [41] 
ermittelt. Der Mittelwert des BDI betrug 17,5 ± 7.7 (SD) und der Mittelwert des HAMD 28,7 
± 9,6 (SD). 
 
Wir wendeten in dieser Studie das bereits früher beschriebene immunologisch-
pharmakologische Vollblutverfahren an [42, 43]. Während der ersten Woche nach Aufnahme 
wurde von jedem Patienten mithilfe einer Citrat-Monovette (Sarstedt, Nürtingen, Germany) 
Blut abgenommen und in dem Vollblutverfahren innerhalb von 2-3 Stunden kultiviert. Die 
Zellkonzentration wurde mithilfe von RPMI 1640 Medium (Biochrom, Berlin, Germany) auf 
3.5 x 109 Leukozyten/L verdünnt. Anschließend wurden 100 μL dieses Blutes in der RPMI-
Verdünnung in ein Well einer Mikrotiterplatte pipettiert und mit 100 μL der antidepressiven 
Substanz plus RPMI gemischt, mit einer resultierenden Zellendkonzentration von 1.5-2 x 109 
Zellen/L. Die beabsichtigte Endkonzentration des Antidepressivums wurde gewählt gemäß 
der Konsensus-Leitlinien der Arbeitsgruppe Therapeutisches Drug Monitoring (TDM) in der 
Psychiatrie der Arbeitsgemeinschaft für Neuropsychopharmakologie und Pharmakopsychia-
trie (AGNP-TDM)“ [44]. Wir verwendeten die maximale therapeutische Konzentration für 
Citalopram (130 ng/mL), Escitalopram (130 ng/mL) und Mirtazapin (80 ng/mL) 
(Konzentration 1). Zusätzlich testeten wir die 2-fache maximale Konzentration 
(Konzentration 2). Im Folgenden werden diese als Konzentration 1 und 2 bezeichnet. In 
stimulierten Proben gaben wir entweder 10 μL OKT3 oder 5C3, um eine Endkonzentration 
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von 100 ng/mL für jedes Stimulanz zu erreichen. Insgesamt wurden 107 Proben analysiert, 7 
pro Patient. Das heißt, es gab jeweils 6 Wells mit OKT3/5C3-stimuliertem Blut mit dem 
Zusatz eines der drei Antidepressiva in der Konzentration 1 oder 2. Die Kontrolle bestand aus 
einem mit OKT3/5C3-stimuliertem Blut ohne Antidepressiva und Medium gefülltem Well.  
 
Die reinen Substanzen von Citalopram und Mirtazapin wurden von Sigma-Aldrich 
Laborchemikalien GmbH (Seelze, Germany) bezogen, Escitalopram wurde durch H. 
Lundbeck A/S, Kopenhagen, Dänemark zur Verfügung gestellt. 
 
Alle Wells wurden abgedeckt und in einem Brutschrank mit 5 % CO2 und 37 °C für 48 
Stunden inkubiert. Anschließend wurden die Proben bei 1000 Umdrehungen pro Minute 
(RPM) und 4 °C für 5 Minuten zentrifugiert, und die zellfreien Überstände wurden in eine 
neue Mikrotiterplatte abpipettiert und bei -80 °C eingefroren und gelagert. Zur 
Quantifizierung der Zytokine IL-1β, IL-2, IL-4, IL-6, IL-17 und TNF-α wurde ein 
zytometrischer Bead-Array verwendet (FACSArray Bioanalyzer, BD Biosciences, Franklin 
Lakes, New Jersey, USA), der einen Bead-basierten Multiplex-Immunassay darstellt. Hierbei 
wird die Messung mithilfe von fluoreszenzmarkierten Detektionsantikörpern durchgeführt, 
die an den zu detektierenden Zytokinen binden. Parallel zu diesen Messungen wurde für jede 
Antikörpercharge eine Standardkurve als Eichwert bestimmt. Das sogenannte Multiplexing ist 
ein großer Vorteil dieser Methode, da dadurch die Mehrfachmessung der Zytokine in einem 
Ansatz möglich wird. Das IL-22 wurde mithilfe eines DuoSet Enzyme-Linked 
Immunosorbent Assay (ELISA-Test, R6D Systems Europe, Abingdon, UK) bestimmt unter 
Verwendung eines humanen fluoreszenzmarkierten Detektionsantikörpers gegen IL-22.  
 
Bei der statistischen Auswertung wurde aufgrund der unbekannten Verteilung und der 
geringen Probandenzahl für Vergleiche zwischen den Zytokinkonzentrationen im OKT3/5C3-
stimulierten Blut ohne und mit unterschiedlichen Konzentrationen der Antidepressiva sowie 
Vergleiche zwischen OKT/5C3-stimulierten Blut mit Citalopram versus Escitalopram, 
Citalopram versus Mirtazapin und Escitalopram versus Mirtazapin, ein gepaarter 
nichtparametrischer U-Test angewandt. Bei diesem explorativen Vorgehen verwendeten wir 
ein unkorrigiertes Signifikanzniveau von p < 0,05. 
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Die Studie wurde finanziell durch die Claussen-Simon-Stiftung unterstützt. Die genannten 
Sponsoren hatten keinen Einfluss auf das Design, die Sammlung, die Analyse und die 
Interpretation der Daten, auf das Schreiben des Artikels oder bei der Entscheidung, den 
Artikel zu veröffentlichen. 
 
 
 
 
14 
3.4. Ergebnisse  
 
3.4.1. Einfluss der Antidepressiva auf die Zytokinproduktion  
 
Genaue Angaben zum Medianwert, der 1. (1. Qu) und 3.Quartile (3. Qu) der Zytokinkonzen-
trationen in OKT3/5C3-stimulierten Blut und in OKT3/5C3-stimulierten Blut mit 
Antidepressiva sind Tabelle 1 zu entnehmen.  
 
Die IL-1β-Produktion stieg gegenüber der Kontrollbedingung ohne Zusatz von 
Antidepressiva signifikant unter der 1- und 2-fachen Konzentration von Citalopram und 
Mirtazapin an. IL-2- und IL-4-Konzentrationen wurden durch keines der getesteten Pharmaka 
in therapeutischen Konzentrationen beeinflusst. IL-6 stieg unter beiden Konzentrationen von 
Citalopram an. Die IL-17-Produktion sank signifikant unter Escitalopram bei 2-facher 
Konzentration. Die TNF-α Produktion stieg signifikant unter Citalopram und Mirtazapin bei 
2-facher Konzentration. IL-22 stieg signifikant unter Citalopram in beiden Konzentrationen 
und unter Mirtazapin in der 2-fachen Konzentration an. 
 
Zusammenfassend stiegen die Werte für die Konzentrationen von IL-1β, IL-6, TNF-α und IL-
22 unter Citalopram. Die Mittelwerte der Konzentrationen von IL-1β, IL-6, IL-22 und TNF-α 
± SD für OKT3/5C3-stimuliertes Blut ohne oder mit Zugabe der 1-fachen maximalen 
therapeutischen Konzentration von 130 ng/mL Citalopram sind in der dieser Arbeit zugrunde 
liegenden Originalpublikation in „Figure 1“ dargestellt. Mirtazapin führte zum Anstieg von 
IL-1β, TNF-α and IL-22 und Escitalopram führte zur Senkung der IL-17-Konzentrationen. 
Der Einfluss von Antidepressiva auf die IL-2- und IL-4-Konzentrationen war nicht signifikant 
für alle getesteten Pharmaka. 
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Tabelle 1. Medianwert, 1. (1. Qu) und 3. Quartil (3. Qu) der Konzentration 
(ng/mL) für jedes Zytokin im OKT3/5C3-stimulierten Blut: eine Kontrolle und 
drei Antidepressiva in jeweils 1-facher und 2-facher maximaler therapeutischer 
Konzentration. N = 15 für alle Vergleiche. Die Kontrolle bezieht sich auf 
OKT3/5C3-stimuliertes Blut ohne Antidepressivum. * = signifikanter Unterschied 
zwischen OKT3/5C3-stimulierten Werten mit und ohne Pharmaka bei 
angegebenen Konzentrationen (unkorrigierter p < 0.05, gepaarter nicht-
parametrischer Wilcoxon-Test). 
 
 Konzentration 1-fach    2-fach   
   Median 1. Qu 3. Qu  Median 1. Qu 3. Qu 
IL-1β Kontrolle 1.6 0.1 4.3     
 Citalopram  5.0* 0.8 37.7  7.0* 0.6 37.3 
 Escitalopram  1.3 0.0 4.5  1.2 0.0 3.6 
 Mirtazapin 3.1* 0.0 37.7  5.0* 0.0 45.2 
IL-2 Kontrolle 0.0 0.0 0.0     
 Citalopram  0.0 0.0 2.4  0.0 0.0 1.9 
 Escitalopram  0.0 0.0 1.0  0.0 0.0 1.2 
 Mirtazapin 0.0 0.0 0.0  0.0 0.0 0.0 
IL-4 Kontrolle 0.1 0.0 7.2     
 Citalopram  1.5 0.0 10.8  2.7 0.0 14.0 
 Escitalopram  0.6 0.0 8.5  0.6 0.0 6.5 
 Mirtazapin 0.8 0.0 4.0  1.9 0.0 9.5 
IL-6 Kontrolle 2.8 0.9 82.4     
 Citalopram  49.8* 2.4 428.0  58.1* 4.6 405.6 
 Escitalopram  6.1 0.3 111.7  3.7 0.7 62.6 
 Mirtazapin 5.6 0.4 76.2  24.6 0.1 470.0 
IL-17 Kontrolle 3.4 0.1 9.4     
 Citalopram  10.6 0.0 15.5  8.2 0.6 14.2 
 Escitalopram  3.2 0.0 7.9  1.3* 0.1 3.1 
 
IL-22 
Mirtazapin 
Kontrolle 
4.7 
0.0 
0.0 
0.0 
8.3 
188.9 
 9.0 0.0 10.4 
 Citalopram  42.0* 0.0 366.1  96.1* 0.0 575.0 
 Escitalopram  0.0 0.0 55.1  0.0 0.0 187.3 
 Mirtazapin 24.6 0.0 284.2  69.6* 0.0 403.4 
TNF-α Kontrolle 3.8 0.0 298.0     
 Citalopram  38.3 0.0 347.7  153.3* 0.7 400.9 
 Escitalopram  4.1 0.0 32.7  2.8 0.0 167.4 
 Mirtazapin 41.9 0.0 365.6  205.3* 0.0 659.2 
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3.4.2. Vergleich der Antidepressiva 
  
Vergleicht man Citalopram und Escitalopram, findet man einen signifikanten Unterschied für 
IL-1β, IL-6, IL-17 und IL-22 bei beiden Konzentrationen und für TNF-α bei der 2-fachen 
Konzentration. Citalopram führte verglichen mit Escitalopram zu höheren Konzentrationen 
dieser Zytokine; signifikante Werte: IL-1β (Konzentration 1 (p = 0.039) und 2 (p = 0.004)), 
IL-6 (Konzentration 1 (p = 0.026) und 2 (p = 0.011)), IL-17 (Konzentration 1 (p = 0.008) und 
2 (p = 0.003 )), IL-22 (Konzentration 1 (p = 0.038) und 2 (p = 0.008)) und TNF-α 
(Konzentration 2 (p = 0.006)). 
 
Vergleicht man Citalopram und Mirtazapin findet man einen signifikanten Unterschied für IL-
6-Werte bei der 1-fachen Konzentration (p = 0.012). Die IL-6-Produktion unter Citalopram 
war größer im Vergleich zu Mirtazapin.  
 
Vergleicht man Escitalopram und Mirtazapin, findet man einen signifikanten Unterschied für 
IL-1β bei beiden Konzentrationen, für IL-6 in der 1-fachen Konzentration und IL-17, IL-22 
und TNF-α bei der 2-fachen Konzentration. Mirtazapin führte zu höheren 
Zytokinkonzentrationen als Escitalopram, ausgenommen für IL-6; signifikante Werte: IL-1β 
(Konzentration 1 (p = 0.013) und 2 (p = 0.015)), IL-6 (Konzentration 1 (p = 0.048)), IL-17 
(Konzentration 2 (p = 0.028)), IL-22 (Konzentration 2 (p = 0.021)) und TNF-α 
(Konzentration 2 (p = 0.008)). 
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3.5. Diskussion  
  
Die Ergebnisse zeigen, dass die drei untersuchten Antidepressiva unterschiedliche 
Auswirkungen auf die Produktion von pro-inflammatorischen Zytokinen in stimuliertem Blut 
depressiver Patienten in-vitro besitzen. Mit dieser vorliegenden Studie sollte ein erster Schritt 
getan werden, die immunologischen Eigenschaften von Antidepressiva zu untersuchen und zu 
vergleichen.  
 
Ein Schwerpunkt dieses Versuchs war es, die Wirkungen der Antidepressiva auf die IL-22 zu 
untersuchen, ein wichtiges Zytokin in immunologischen- und inflammatorischen Vorgängen 
[24-27]. Sowohl Citalopram als auch Mirtazapin führten zu einer erhöhten IL-22-Produktion. 
Eine kleine vergleichbare in-vitro-Studie berichtete über die Effekte von 
Stimmungsstabilisatoren auf die IL-22-Produktion, aber nicht von Antidepressiva [45]. In 
dieser Studie stieg IL-22 signifikant unter dem Einfluss von Primidon, Carbamazepin, 
Levetiracetam, Oxcarbazepin, Topiramat und Lithium an und sank unter Valproinsäure ab. 
Die Erkenntnis, dass häufig genutzte Antidepressiva und Stimmungsstabilisatoren die IL-22-
Produktion beeinflussen, legt nahe, dass IL-22 eine Rolle in der pharmakologischen Antwort 
bei Patienten mit affektiven Erkrankungen spielen könnte. Jedoch ist noch unbekannt, ob es 
mit den therapeutischen Effekten oder den Nebenwirkungen der Antidepressiva und 
Stimmungsstabilisatoren in Beziehung steht. 
 
Allein der strukturelle Vergleich des Racemates Citalopram, das S- und R-Steroisomere 
enthält, und des S-Stereoisomers Escitalopram zeigt ein unterschiedliches 
Zytokinproduktionsprofil. Citalopram führte zu erhöhter Produktion von IL-1β, IL-6, TNF-α 
and IL-22, wobei Escitalopram zu einer verringerten IL-17-Produktion führte. Es ist unklar 
wie viele dieser Unterschiede auf die Anwesenheit oder Abwesenheit vom R-Stereoisomer 
zurückzuführen ist oder ob der Mix aus der S- und der R-Form im Racemat die 
unterschiedlichen Effekte bewirkt. Weiterhin ist zu bedenken, dass womöglich sogenannte 
off-target-Effekte, also Wirkungen, die nicht mit der Hemmung des Serotonintransporters in 
Verbindung stehen, eine Rolle in den immunologischen Eigenschaften von Citalopram oder 
R-Citalopram spielen. 
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Die Resultate dieser Studie erscheinen im Gegensatz zur Zytokinhypothese der Depression zu 
stehen, die annimmt, dass pro-inflammatorische Zytokine wie IL-1β und TNF-α eine Rolle in 
der Pathogenese der Depression spielen und demzufolge diese Zytokine durch gute 
Antidepressiva gesenkt werden sollten. In diesem Zusammenhang ist interessant, dass es 
Beobachtungen gibt, dass nicht alle Patienten unter Citalopram remittieren oder sich von der 
Depression erholen. Zum Beispiel verschlechterten sich in der Sequenced Treatment 
Alternatives to Relieve Depression-Studie (STAR*D) die depressiven Symptome vom 
Ausgangswert bis zum Studienende bei 5 Prozent der depressiven Patienten, die mit 
Citalopram behandelt wurden [46]. Interessanterweise war das auch die Patientengruppe, die 
häufigere, intensivere und schwerere Negativeffekte erfuhr [46]. Spekulativ könnte man 
meinen, dass die Verschlechterung der Depression unter antidepressiver Behandlung mit 
Citalopram im Zusammenhang mit einem Anstieg der Zytokine stehen könnte und somit die 
berichteten, nicht therapeutisch intendierten Effekte auftreten könnten. Die Feststellung, dass 
Citalopram bei allen getesteten pro-inflammatorischen Zytokinen wie IL-1β, IL-6, IL-17, IL-
22 und TNF-α in unserer Untersuchung zu höheren Werten führte, könnte die geringere 
antidepressive Effizienz von Citalopram gegenüber Escitalopram erklären [33-36]. 
 
Typische Nebenwirkungen von Citalopram sind ein trockener Mund, Übelkeit und Erbrechen, 
Schwindel, Juckreiz, trockene Haut, Kopfschmerz, Tremor, Verarmung der Koordination, 
verschwommene Visionen, Ohrenklingen, Probleme beim Urinieren, Schlafstörungen, 
Libidoverlust, Orgasmusprobleme und Erektionsstörungen [47, 48]. Einige dieser 
Nebenwirkungen könnten durch die gesteigerte Zytokinproduktion hervorgerufen sein, aber 
es mangelt hierzu an Studien. Zum Beispiel ist bekannt, dass pro-inflammatorische Zytokine 
die Sensitivität von β-adrenergen Rezeptoren [49] sowie Kalzium- [50] und Natrium-Kanälen 
[51] beeinflussen, was wiederum zu kardialen Arrhythmien wie einem verlängerten QT-
Intervall und Torsades-de-Pointes führen kann. Tremor ist auch ein Symptom des Morbus 
Parkinson [52] und der MS [53], und Zytokine wie IL-1β and TNF-α scheinen ein Rolle in der 
Entwicklung dieser beiden Erkrankungen zu spielen. Auch Schlafstörungen wurden 
Veränderungen im Zytokinsystem zugeschrieben [54]. Die Unterdrückung des 
Sexualverhaltens ist ein gut bekanntes Phänomen der synergistischen Effekte von IL-1β and 
TNF-α, vor allem bei Frauen. Es könnte bei Infektionen die Konzeptionswahrscheinlichkeit 
verringert und somit etwaigen Problemen vorgebeugt werden [55]. Diese Beispiele zeigen 
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eine interessante Überlappung von Nebenwirkungen des Citalopram mit Symptomen von 
Krankheiten, bei denen Zytokine wie IL-1β, IL-6, IL-17, IL-22 und TNF-α eine Rolle spielen.     
Ein weiterer interessanter Aspekt ist der Anstieg von IL-1β, IL-22 und TNF-α unter 
Mirtazapin. Bisher ging man davon aus, dass TNF-α unter der Therapie mit Mirtazapin 
ansteigt, weil die Patienten Gewicht zunehmen und TNF-α vermehrt von Fettzellen und 
Makrophagen im Fettgewebe produziert wird. [56, 57]. Die Tatsache, dass Mirtazapin die 
TNF-α-Produktion im Vollblutverfahren steigert, legt nahe, dass durch Mirtazapin auch eine 
direkte Beeinflussung der Zytokinproduktion an den Blutzellen stattfindet.    
 
Unsere in-vitro-Ergebnisse sind teilweise widersprüchlich zu in-vivo-Studien. Eine 
Metaanalyse über die Effekte von Antidepressiva  auf die Zytokinveränderung im Serum in-
vivo zeigte eher eine Reduktion der Konzentrationen von TNF-α,- IL-1β und IL-6 unter 
antidepressiver Behandlung [58].  
 
Limitationen der Studie: Weder  beschäftigt sich unsere Studie damit, ob es Unterschiede in 
den Profilen der Zytokinproduktion bei depressiven Patienten und gesunden Kontrollen gibt, 
noch ob die Letzteren eine unterschiedliche Ansprechbarkeit auf Antidepressiva besitzen. 
Dies limitiert die Interpretation unserer Daten.  
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Abstract: The interplay between immune and nervous systems plays a pivotal role in the 
pathophysiology of depression. In depressive episodes, patients show increased production 
of pro-inflammatory cytokines such as interleukin (IL)-1  and tumor necrosis factor 
(TNF)- . There is limited information on the effect of antidepressant drugs on cytokines, 
most studies report on a limited sample of cytokines and none have reported effects on  
IL-22. We systematically investigated the effect of three antidepressant drugs, citalopram, 
escitalopram and mirtazapine, on secretion of cytokines IL-1 , IL-2, IL-4, IL-6, IL-17,  
IL-22 and TNF- in a whole blood assay in vitro, using murine anti-human CD3 
monoclonal antibody OKT3, and 5C3 monoclonal antibody against CD40, to stimulate T 
and B cells respectively. Citalopram increased production of IL-1 , IL-6, TNF- and  
IL-22. Mirtazapine increased IL-1 , TNF- and IL-22. Escitalopram decreased IL-17 
levels. The influence of antidepressants on IL-2 and IL-4 levels was not significant for all 
three drugs. Compared to escitalopram, citalopram led to higher levels of IL-1 , IL-6,  
IL-17 and IL-22; and mirtazapine to higher levels of IL-1 , IL-17, IL-22 and TNF- . 
OPEN ACCESS
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Mirtazapine and citalopram increased IL-22 production. The differing profile of cytokine 
production may relate to differences in therapeutic effects, risk of relapse and side effects. 
Keywords: cytokines; depression; antidepressants; citalopram; escitalopram; mirtazapine 
 
1. Introduction 
Converging evidence from psychoimmunological research over recent decades suggests a close 
connection between the immune and nervous system and a specific role of this interplay in the 
pathophysiology of depression [1]. Increased pro-inflammatory cytokines, including interleukin  
(IL)-1 , IL-6, tumor necrosis factor (TNF)-  and interferon (IFN)- , seem to play an important role in 
this respect [1,2]. 
The idea that depression is associated with a specific immunological state is derived from the 
observation of so-called “sickness behavior”. This is a complex of symptoms including fatigue, loss of 
appetite, reduced concentration and hyperalgesia that occurs during infection, but also in depressive 
disorders. It is presumed that pro-inflammatory cytokines trigger sickness behavior [3] and may 
therefore be relevant in the development of depression. Indeed, pro-inflammatory cytokines have been 
found to be elevated in the blood of depressed patients [4], and following in vitro stimulation, 
lymphocytes of depressed patients showed significantly stronger activation of production of IL-1 ,  
IL-6 and TNF-  compared to normal controls [5]. In clinical depression, these inflammatory pathways 
may be sensitized, leading to oxidative and nitrosative stress to lipids, proteins, and deoxyribonucleic 
acid [6], and culminating in progressive neuronal damage. 
There are various pathways whereby cytokines may influence the pathophysiology of depression. 
Particularly important are cytokine-induced changes in metabolism of the monoamines dopamine, 
noradrenalin and serotonin, in midbrain nuclei with widespread projections [7–9]. For example, IL-1  
and TNF-  stimulate the gene expression of serotonin reuptake transporters [10] and IL-1  and IFN-  
stimulate enzymes such as indolamine-2,3-dioxygenase (IDO) [11]. The net result is reduced synthesis 
or increased breakdown of neurotransmitters, resulting in decreased tryptophan and serotonin (5-HT), 
which can cause depressive disorders [12]. In addition, IL-1 , IL-6 and TNF-  induce cortisol 
hypersecretion, directly by stimulating the hypothalamic-pituitary-adrenal (HPA)-axis [13], and 
indirectly by modifying the sensitivity of the glucocorticoid receptor [14]. 
On the basis of such findings, the “cytokine hypothesis of depression” has been proposed, 
describing the pathway from increased cytokine production to depressive symptoms and highlighting 
an important role for pro-inflammatory cytokines [1,15]. It has also been suggested that cytokines may 
serve as biomarkers in individualised treatment of depressive disorders [16]. However, the complex 
pathology of depression [14] suggests that a composite biomarker would be required to incorporate, for 
example, cytokines, stress hormones and psychopathological measures [1]. 
Considering the cytokine hypothesis of depression in relation to treatment, it is hypothesized that 
antidepressants act not only by inhibiting the reuptake of monoaminergic neurotransmitters, but also 
by modulating cytokine production. For example, a significant decrease of IL-1  and an increase of 
regulatory T cells (Tregs) have been reported during antidepressant treatment [17]. Tricyclic 
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antidepressants (TCAs) have been shown to decrease IFN-  production in vitro [18]. Moreover, some 
clinical studies have used combinations of antidepressant and anti-inflammatory drugs, with interesting 
results. For example, the combination of the SSRI fluoxetine and the cyclooxygenase-2 (COX-2) 
inhibitor celecoxib had a greater benefit than monotherapy with fluoxetine alone [19]. A significant 
therapeutic effect of celecoxib in major depression was also found in a randomized, double-blind pilot 
add-on study of reboxetine and celecoxib versus reboxetine and placebo [20]. For a comprehensive 
review of clinical studies of COX-2 inhibitors in affective disorders see [21]. 
Previous research has not investigated the immunologically important cytokine IL-22 for a potential 
role in the pathogenesis of depression or in antidepressant treatment. This is of note, because T helper 
type 17 (TH17) cells which produce IL-17 and IL-22 are implicated in numerous immune and 
inflammatory processes [22–24]. Studies have indicated the importance of IL-22 in host defense and in 
the development and pathogenesis of several autoimmune diseases [25]. A cytokine of this prominence 
in the immune system may also be important in the brain-somatic interplay in depression. Moreover, 
IL-22 has been implicated in several inflammatory processes of the nervous system such as  
Guillain-Barré syndrome [26], West Nile encephalitis [27] and multiple sclerosis (MS) [28]. Moreover, 
recent studies suggest that depression is a frequent comorbidity or can be an intrinsic manifestation  
of MS [1]. 
We sought to investigate the effects of antidepressants on the immune system and cytokine 
production systematically, using a T cell and a B cell stimulant to induce cytokine production in vitro. 
As stimulant we added murine anti-human CD3 monoclonal antibody OKT3 (Muromonab-CD3) 
which binds to the T cell receptor CD3 complex, and is an established T cell activator [29]. We also 
added 5C3 monoclonal antibody, which reacts with human CD40 and is reported to be used for 
activation of B cells in in vitro functional assays [30]. 
In the present experiment we investigated the effect of the three antidepressants citalopram, 
escitalopram and mirtazapine on the secretion of cytokines IL-1 , IL-2, IL-4, IL-6, IL-17, IL-22 and 
TNF- . Citalopram and its active S-enantiomer named escitalopram are selective-serotonin reuptake 
inhibitors (SSRI). Escitalopram compared to citalopram has been reported as having greater efficacy, 
fewer side effects, and greater cost-effectiveness due to higher relapse prevention and reduced hospital 
stay [31–36]. Mirtazapine is a noradrenergic and specific serotonergic antidepressant (NaSSA), 
structurally also classifiable as a tetracyclic antidepressant (TeCA). These three antidepressants are of 
specific interest because, as formulated by Cipriani et al., mirtazapine may be the most effective 
antidepressant drug, and escitalopram may be the most beneficial antidepressant drug when taking 
effectiveness as well as side effects into account [33]. Further, any difference in modulation of 
cytokine production by escitalopram versus citalopram is of scientific interest with regard to the 
molecular structure of antidepressants, since escitalopram is the S-stereoisomer of the  
racemate citalopram. 
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2. Results and Discussion 
2.1. Results  
2.1.1. Influence of Antidepressants on Cytokine Production 
Details of median, first (1.Qu) and third quartile (3.Qu) of cytokine concentrations measured in 
OKT3/5C3-stimulated blood and OKT3/5C3-stimulated blood with antidepressants are shown in  
Table 1.  
Table 1. Median, first (1.Qu) and third (3.Qu) quartile concentration (ng/mL) for each 
cytokine, for OKT3/5C3-stimulated blood: one control and three antidepressants at 1- and 
at 2-fold maximum therapeutic concentration. N = 15 for all comparisons. Control refers to 
OKT3/5C3-stimulated blood without antidepressant. * = significant difference between 
OKT3/5C3-stimulated values with and without drug at specified concentration 
(uncorrected p < 0.05, non-parametric Wilcoxon test). 
 Concentration 1-fold    2-fold   
   Median 1.Qu 3.Qu  Median 1.Qu 3.Qu 
IL-1  Control 1.6 0.1 4.3     
 Citalopram  5.0* 0.8 37.7  7.0* 0.6 37.3 
 Escitalopram  1.3 0.0 4.5  1.2 0.0 3.6 
 Mirtazapine 3.1* 0.0 37.7  5.0* 0.0 45.2 
IL-2 Control 0.0 0.0 0.0     
 Citalopram  0.0 0.0 2.4  0.0 0.0 1.9 
 Escitalopram  0.0 0.0 1.0  0.0 0.0 1.2 
 Mirtazapine 0.0 0.0 0.0  0.0 0.0 0.0 
IL-4 Control 0.1 0.0 7.2     
 Citalopram  1.5 0.0 10.8  2.7 0.0 14.0 
 Escitalopram  0.6 0.0 8.5  0.6 0.0 6.5 
 Mirtazapine 0.8 0.0 4.0  1.9 0.0 9.5 
IL-6 Control 2.8 0.9 82.4     
 Citalopram  49.8* 2.4 428.0  58.1* 4.6 405.6 
 Escitalopram  6.1 0.3 111.7  3.7 0.7 62.6 
 Mirtazapin 5.6 0.4 76.2  24.6 0.1 470.0 
IL-17 Control 3.4 0.1 9.4     
 Citalopram  10.6 0.0 15.5  8.2 0.6 14.2 
 Escitalopram  3.2 0.0 7.9  1.3* 0.1 3.1 
 Mirtazapine 4.7 0.0 8.3  9.0 0.0 10.4 
IL-22 Control 0.0 0.0 188.9     
 Citalopram  42.0* 0.0 366.1  96.1* 0.0 575.0 
 Escitalopram  0.0 0.0 55.1  0.0 0.0 187.3 
 Mirtazapine 24.6 0.0 284.2  69.6* 0.0 403.4 
TNF-  Control 3.8 0.0 298.0     
 Citalopram  38.3 0.0 347.7  153.3* 0.7 400.9 
 Escitalopram  4.1 0.0 32.7  2.8 0.0 167.4 
 Mirtazapine 41.9 0.0 365.6  205.3* 0.0 659.2 
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IL-1  production increased significantly at 1- and 2-fold concentration of citalopram and 
mirtazapine. IL-2 and IL-4 levels were not influenced by any of the tested drugs at therapeutic 
concentrations. IL-6 was increased by citalopram at both concentrations. IL-17 production was 
significantly decreased by escitalopram at 2-fold concentration. TNF-  levels were increased 
significantly by citalopram and mirtazapine at 2-fold concentration. IL-22 was increased significantly 
by citalopram at both concentrations and by mirtazapine at 2-fold concentration. Summarizing the 
findings, citalopram increased IL-1 , IL-6, TNF-  and IL-22. Mean IL-1 , IL-6, TNF-  and IL-22 
concentrations with or without citalopram are depicted in Figure 1. Mirtazapine increased IL-1 ,  
TNF-  and IL-22. Escitalopram decreased only IL-17 levels. The influence of antidepressants on IL-2 
and IL-4 levels was not significant for all of the tested drugs. 
Figure 1. Mean concentrations (ng/mL) of IL-1ß, IL-6, IL-22 and TNF-  ± standard error 
(SE) for OKT3/5C3-stimulated blood without (w/o) or with (w) citalopram 
supplementation using the 1-fold maximum therapeutic concentration of 130 ng/mL. 
 
2.1.2. Comparisons of antidepressants 
Comparing citalopram and escitalopram, there was a significant difference for IL-1 , IL-6, IL-17 
and IL-22 at both concentrations and of TNF-  in the 2-fold concentration. Citalopram led to higher 
levels of these cytokines compared to escitalopram; levels of significance: IL-1  (concentration 1  
(p = 0.039) and 2 (p = 0.004)), IL-6 (concentration 1 (p = 0.026) and 2 (p = 0.011)), IL-17 
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(concentration 1 (p = 0.008) and 2 (p = 0.003] )), IL-22 (concentration 1 (p = 0.038) and 2 (p = 0.008)) 
and TNF-  (concentration 2 (p = 0.006)). 
Comparing citalopram and mirtazapine, there was a significant difference of IL-6 levels in the  
1-fold concentration (p = 0.012). The amount of IL-6 production under citalopram was higher 
compared to mirtazapine. 
Comparing escitalopram and mirtazapine, there was a significant difference for IL-1  at both 
concentrations, IL-6 at 1-fold concentration and IL-17, IL-22 and TNF-  at 2-fold concentration. 
Mirtazapine led to higher cytokine concentrations than escitalopram, except for IL-6; levels of 
significance: IL-1  (concentration 1 (p = 0.013) and 2 (p = 0.015)), IL-6 (concentration 1 (p = 0.048)), 
IL-17 (concentration 2 (p = 0.028)), IL-22 (concentration 2 (p = 0.021)) and TNF-  (concentration 2  
(p = 0.008)). 
2.2. Discussion
The results indicate that the three antidepressants studied have disparate effects on the production of 
pro-inflammatory cytokines in stimulated blood from depressed patients in vitro. The extent to which 
these cytokine profiles are incidental to or intrinsically related to therapeutic effects or various side 
effcts of these drugs in vivo is unknown. It is noted that this study is a first step in comparing these 
profiles across a range of antidepressants and requires replication and investigation in larger samples, 
testing hypotheses arising.  
One focus of the study was to ascertain the effects of antidepressants on IL-22, a prominent 
cytokine in immune and inflammatory processes, including host defense and the development and 
pathogenesis of several autoimmune diseases [22–25]. Both citalopram and mirtazapine increased 
production of IL-22. A small comparable in vitro study has reported the effects of mood stabilizers, but 
not antidepressants, on IL-22 [37]. In that study, IL-22 significantly increased under the influence of 
primidone, carbamazepine, levetiracetam, oxcarbazepine, topiramate and lithium and decreased under 
valproic acid. Together, the findings that some widely used antidepressants and mood stabilizers 
influence IL-22 production suggest IL-22 may play a significant role in pharmacological responses in 
persons with affective disorders. However, whether this is related to therapeutic or side effects of 
antidepressants and mood stabilizers is as yet unknown.  
The comparison of the racemate citalopram, containing S- and R-steroisomers with its  
S-stereoisomer, escitalopram, alone showed a markedly different profile. Citalopram increased 
production of IL-1 , IL-6, TNF-  and IL-22, whereas escitalopram decreased IL-17. It is unclear how 
much these differences are attributable to the presence of absence of the R-stereoisomer or whether the 
mixture of S- and R- forms in the racemate, modulates the markedly differing effects. The difference 
between citalopram and escitalopram on cytokine changes is difficult to explain. Escitalopram binds to 
an allosteric site on the serotonin transporter, which further enhances the blockade of serotonin 
reuptake, whereas R-citalopram antagonizes this positive allosteric modulation [38]. However, this 
does not explain why citalopram—containing 50 percent of R-citalopram—increases cytokine 
production. Therefore, off-target effects, i.e., effects not mediated by inhibition of the serotonin 
transporter, may play a role for the immunological properties of citalopram or R-citalopram. 
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On their own, the findings with respect to escitalopram appear at variance with the cytokine 
hypothesis of depression, whereby pro-inflammatory cytokines such as IL-1  and TNF-  are thought 
to contribute to the pathogenesis of depression, and should by implication be lowered by an effective 
antidepressant. One explanation may derive from observations that not all patients remit or recover 
during treatment with citalopram. For example, in the STAR*D trial, around five percent of the 
depressed patients treated with citalopram worsened on depressive symptoms from baseline to study 
exit [39]. Interestingly, this was the patient group that experienced more frequent, intense, and 
burdensome adverse effects [39]. One speculation would be that worsening of depression during 
antidepressant treatment with citalopram might be due to cytokine elevation in the course of treatment, 
which in turn might contribute to the reported adverse events. Several findings in the literature suggest 
that decreasing TNF-  levels during antidepressant therapy are associated with good antidepressant 
response whereas high IL-6 levels are associated with poor response [1]. Our finding that citalopram 
leads to higher levels of the wide range of pro-inflammatory agents IL-1 , IL-6, IL-17, IL-22 and 
TNF-  may explain the weaker antidepressant efficacy of citalopram compared to  
escitalopram [31–34].  
In addition to efficacy, an important issue to consider with regard to the induction of cytokines is 
that of side effects. Typical side effects of citalopram include, dry mouth, nausea and vomiting, 
dizziness, itching, dry skin, headache, tremor, poor coordination, blurred vision, ringing in the ears, 
difficulties urinating, difficulties sleeping, loss of sexual desire, trouble achieving orgasm and trouble 
with erections [40,41]. QTc interval prolongation is also common and may progress to, torsade de 
pointes. Some of these side effects may be partly mediated by increased cytokine production. Studies 
of the involvement of these cytokines in the development of side effects during antidepressant therapy 
with citalopram are lacking. However, there is data suggestive of a role from a number of areas of 
medical research.  
For example, it is known that pro-inflammatory cytokines influence the sensitivity of -adrenergic 
receptors [42] as well as calcium [43] and potassium [44] channels, which may contribute to cardiac 
arrhythmias such as QTc prolongation and torsade de pointes. Tremor is also seen as a symptom of 
Parkinson’s disease [45] and MS [46], and cytokines such as IL-1  and TNF-  seem to play a role in 
the development of both. Sleep disturbances have been attributed to changes in the cytokine  
system [47]. The suppression of sexual behavior due to synergistic effects of IL-1  and TNF-  is a 
well recognized phenomenon, especially in females. It has been suggested that the suppressive effect 
of cytokines on female reproductive behavior may serve as a mechanism to reduce conception during 
infection, which exposes the mother and the fetus to dangers such as spontaneous abortion, preterm 
labor and maternal mortality [48]. These examples, whilst at a remove from depression and its 
treatment give some credence to the hypothesis that the higher tolerability of escitalopram noted in 
clinical trials may also be, at least in part, explained by our finding that escitalopram does not increase 
the production of IL-1 , IL-6, IL-17, IL-22 and TNF-  as much as citalopram. 
Another finding worth discussion is that mirtazapine increased IL-1 , TNF-  and IL-22 production 
in this whole blood test and that this increase was also significantly different from the cytokine 
changes observed with escitalopram. Data from comparable studies are lacking, and to our knowledge, 
no studies are available which have investigated the effect of mirtazapine on IL-1  or IL-22 in humans 
or human blood. Regarding the TNF-  system, however, antidepressant treatment with mirtazapine has 
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been reported to increase the plasma concentration of TNF-  and its soluble receptors (TNF-R) p55 
and p75 in depressed patients [49]. It was hypothesized that these changes in the TNF-  system 
typically appear during therapy with drugs associated with weight gain [50]. It has been speculated that 
the activation of the TNF-  system during treatment with mirtazapine is a cause of the increase of fat 
mass and associated increased production of cytokines by macrophages within the fatty tissue. 
However, the fact that mirtazapine increases TNF-  production in a whole blood assay suggests direct 
modulation of blood cells’ cytokine production by mirtazapine. 
For mirtazapine as for citalopram, the same theoretical considerations apply. Elevated levels of the 
afore mentioned cytokines might contribute to recurrence of depression under treatment with these 
antidepressants and to the side effects which might occur, in the case of mirtazapine notably weight 
gain. From the perspective of the cytokine hypothesis of depression, escitalopram seems to have 
advantages as a treatment option compared to citalopram and mirtazapine. However, these are 
speculations on the basis of the reported in vitro results and clinical experience. Reliable in vivo data 
regarding the re-occurrence of depressive symptoms during antidepressant therapy with citalopram and 
mirtazapine and their relation to cytokine production are lacking.  
Moreover, our in vitro results are contradictory to a number of in vivo studies. A meta-analysis on 
the effect of antidepressant medication on serum levels of inflammatory cytokines in vivo for example 
showed that, overall, while pharmacological antidepressant treatment reduces depressive symptoms, it 
does not influence TNF-  levels, reduces levels of IL-1  and possibly reduces those of IL-6, too [51]. 
On the other hand, studies have demonstrated an association of antidepressant treatment response with 
decreasing IL-1  or TNF-  levels and a poor response with high IL-6 levels [1,17] as  
mentioned above. 
Cytokines are certainly not the only important signal molecules possibly involved in the interactions 
of the immune system and the brain. The hormone systems such as the glucocorticoid system also 
exert an important influence on the immune system as well as on brain function [52,53]. In addition to 
signaling molecules such as cytokines and hormones, cellular signaling should be an additional focus. 
One important subpopulation of T cells which is specialized in suppressing the immune response, the 
T regulatory cells (Tregs), may also be involved in the pathophysiology of depression, because a 
decrease in Tregs has recently been found by Li et al. in the blood of depressed patients compared to 
healthy controls [54] and it could, in turn, be demonstrated that antidepressant treatment leads to an 
elevation of these cells [17]. Therefore, hormonal and cellular aspects should also be included when 
investigating the interaction of the immune system, psychiatric disorders and psychopharmacological 
treatment, in more comprehensive experiments addressing the complex interplay of these systems. 
Our study did not address whether the profile of cytokine production in depressed patients differs 
from that in non-depressed controls, nor whether the latter have a different cytokine response profile to 
antidepressant drugs. This limits interpretation of the relative contributions of depression per se and of 
antidepressants to cytokine activity. However, we opted to focus on differential effects of 
antidepressants in depressed patients for pragmatic reasons related to size of the experiment. 
We used a whole blood assay which also contains plasma proteins to achieve in vitro conditions 
similar to those in vivo. However, the concentrations used, especially of mirtazapine, may be higher 
than clinically relevant. As the protein binding of mirtazapine is high in vivo, the use of medium 
(RPMI) may have increased the free fraction of mirtazapine and potentially cause higher effects than 
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what would be expected in vivo. Therefore, the effects of mirtazapine on cytokine production have to 
be interpreted with caution. 
3. Experimental Section  
3.1. Subjects 
N = 15 (7 females, 8 males) consecutive referrals to the department of psychiatry and 
psychotherapy at the university hospital in Leipzig suffering from a moderate or severe depressive 
episode at the time of admission were included. Mean (SD) age was 40 (9.8) years. All patients were 
free of antidepressant drugs for at least one month. After a detailed description of the study, all patients 
gave written informed consent. The study was approved by the Ethics Committee of the Medical 
Faculty, University of Leipzig (#351-10-13122010). 
At admission, diagnosis of major depression was confirmed on the Structured Clinical Interview for 
DSM-IV (SKID-I) [55], and symptom severity on the Beck Depression Inventory (BDI) [56] and 
Hamilton Depression Rating Scale (HDRS) [57]. Baseline Mean (SD) BDI was 17.5 (7.7) and  
HAMD 28.7 (9.6). 
3.2. Procedure 
The whole blood assay was performed as described previously [58,59]. Blood was taken from all 
subjects once with a citrat-monovette (Sarstedt, Nürtingen, Germany) during the first week after 
admission and cultured in a whole blood assay within 2-3 h after blood collection. Cell concentration 
was adjusted at 3.5 × 109 cells/L using RPMI 1640 medium (Biochrom, Berlin, Germany). 
Subsequently, 100 L of this blood and RPMI solution was introduced into a tube and mixed with  
100 L pure antidepressant substance plus RPMI, resulting in a final cell concentration  
of 1.5–2 × 109 cells/L. The intended final concentration of antidepressant drug in this mixture was 
chosen according to AGNP-TDM expert group consensus guidelines: therapeutic drug monitoring in 
psychiatry [60]. We used the maximum therapeutic concentration for citalopram (130 ng/mL), 
escitalopram (130 ng/mL) and mirtazapine (80 ng/mL). We additionally tested 2-fold maximal 
therapeutic concentration. We report these as concentration 1 and 2 respectively. In stimulated 
samples, we added 10 L each of OKT3 and 5C3 (OKT3/5C3) to give a final concentration  
of 100 ng/mL for each stimulant. A total of 105 samples were analyzed, 7 per patient. Active 
conditions were six tubes of OKT3/5C3-stimulated blood, each containing one of the three 
antidepressants in concentration 1 or 2. The control condition comprised a tube filled with medium, 
OKT3/5C3 and blood, but without any antidepressant. 
The pure substances of citalopram and mirtazapine were obtained from Sigma-Aldrich 
Laborchemikalien GmbH (Seelze, Germany). Escitalopram was provided by H. Lundbeck A/S, 
Copenhagen, Denmark. All tubes were covered and samples were incubated in an atmosphere of 5% 
CO2 and 37 °C for 48 h. Cell-free supernatants were harvested after incubation and stored at 80 °C. 
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3.3. Cytokine Measurement 
For quantification of cytokines IL-1 , IL-2, IL-4, IL-6, IL-17 and TNF-  bead array flow-cytometry 
(FACSArray Bioanalyzer, BD Biosciences, Franklin Lakes, NJ, USA) was used. IL-22 was determined 
using a human IL-22 DuoSet Elisa (R&D Systems Europe, Abingdon, UK). 
3.4. Statistical Analysis 
Given the sample size (n = 15) and unknown distribution, non-parametric paired Wilcoxon-tests 
were used to compare cytokine concentrations in OKT3/5C3-stimulated blood without and with 
different concentrations of antidepressants, and comparisons between OKT3/5C3-stimulated blood 
with citalopram versus escitalopram, citalopram versus mirtazapine, and escitalopram versus 
mirtazapine. Due to the exploratory nature of this study, an uncorrected p-value (p < 0.05) was 
considered significant. 
4. Conclusion  
The differing profile of effects on cytokine production with each antidepressant may relate to 
differences in therapeutic effects, risk of relapse and side effects of treatment with these 
psychopharmacological agents. 
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In der Pathophysiologie der Depression könnte das Zusammenspiel von Immun- und 
Nervensystem eine zentrale Rolle spielen. In den Krankheitsepisoden zeigen depressive 
Patienten eine gesteigerte Produktion pro-inflammatorischer Zytokine wie z. B. Interleukin 
(IL)-1β und dem Tumornekrosefaktor (TNF)-α. Es gibt nur begrenzte Informationen 
bezüglich der Effekte von Antidepressiva auf Zytokine. Die meisten Studien berichten nur 
über die Veränderungen einzelner Zytokine und keine hat bis jetzt über Effekte von 
Antidepressiva auf IL-22 berichtet.  
Wir haben systematisch die Wirkung von drei Antidepressiva, nämlich Citalopram, 
Escitalopram und Mirtazapin auf die Sekretion der Zytokine IL-1β, IL-2, IL-4, IL-6, IL-17, 
IL-22 und TNF-α in einem Vollblutverfahren in-vitro untersucht. Als Immunstimulanzien 
wurden der gegen humanes CD3 gerichtete monoklonale Antikörper OKT3 und der gegen 
CD40 gerichtete monoklonale Antikörper 5C3 verwendet. Es zeigte sich, dass es unter 
Citalopram zu einer erhöhten IL-1β, I-6, IL-22 und TNF-α-Produktion und unter Mirtazapin 
zu einer erhöhten Produktion von IL-1β, IL-22 und TNF-α gegenüber der Kontrollbedingung, 
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in der keine Antidepressiva zugesetzt wurden, kam. Unter Escitalopram kam es zu einer 
gegenüber der Kontrollbedingung verringerten IL-17-Produktion. Der Einfluss der 
Antidepressiva auf IL-2 und IL-4 war für alle drei Psychopharmaka nicht signifikant. 
Verglichen mit Escitalopram führte Citalopram zu höheren IL-1β-, IL-6-, IL-17- und IL-22-
Konzentrationen und Mirtazapin führte zu einer höheren IL-1β-, IL-17-, IL-22- und TNF-α-
Produktion. 
Möglicherweise besteht ein Bezug zwischen dem Profil der Zytokinproduktion eines 
Antidepressivums und seinen therapeutischen Effekten, Nebenwirkungen und seinem 
Rückfallrisiko. Zur Überprüfung dieser Hypothese sind jedoch in-vivo Studien notwendig.  
 
Schlagwörter: Zytokine, Depression, Antidepressiva, Citalopram, Escitalopram, Mirtazapin 
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